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論　文　内　容　の　要　旨
〔目　的〕
肝硬変、劇症肝炎による肝不全や術後肝不全の治療法として、肝移植、人工肝補助がある。
人工肝補助にはビリルビン吸着や血費交換などがあるが、全ての肝機能を代行してはいない。
近年、肝再生が見込まれる急性肝不全、慢性肝不全の肝移植までの橋渡し等により、肝細胞
と人工材料からなるハイブリッド型人工肝臓が注目されている。しかし臨床応用可能なハイ
ブリッド型人工肝臓の実現には次に述べるいくつかの問題を解決しなければならない。肝細
胞の大量採取方法、肝細胞の長期間・機能安定的な培養方法、人工材料との適合性、肝細胞
保存方法、異種肝細胞を使用した際の免疫学的問題、人工肝モジュールの安全な輸送方法な
どが挙げられる。我々はコラーゲンゲル包埋培養法により長期間培養、高機能の維持が可能
であったことを報告し、またコラーゲンゲル包埋肝細胞はホローファイバー型モジュールと
の適合性、濯流培養における高機能の維持を報告した。今回、肝細胞保存法の検討のため、
コラーゲンゲル包埋肝細胞の4℃、UniversityofWisconsin液（UW液）での14日間保存につい
て検討したので報告する。
〔方　法〕
Lewis雄性ラットよりSeglen変法により肝細胞を分離し、いリパンブルーにて85％以上の
生細胞を用いた。培養方法は、BaseLayer（BL）、CellLayer（CL）、OverlayMedium（OM）
からなるコラーゲンゲル包埋培養法を用いた。BLは、≠35mm培養皿に0．2％コラーゲン溶液
をlml注入しゲル化させた。CLは、0．2％コラーゲン溶液、10％FCS、抗生剤（ペニシリン、
ストレプトマイシン、フアンギゾン）含有Williams’E培地を用いて5×105個／mlの肝細胞懸
濁液を調節し、BLの上に2ml注入した。37℃インキュベーター1時間でCLをゲル化させた後、
10％FCS、10－7インスリン、10－9デキサメゾン、50nghnl EGF、抗生剤を含んだ基本培地をOM
として注入した。コントロール群は、24時間リカバリー後その時点を培養0日として培養を開
始し8日間培養を行った。14日間保存群は、24時間リカバリー後OMをUW液に置換し4℃で14
日間保存した。保存後UW液を基本培地に交換しその時点を培養0日として8日間の培養を開始
した。8日間保存群は、保存期間を8日間とし他の条件は14日間保存群と同様である。培地交
換は3群とも2日毎に行い、形態学的観察は位相差顕微鏡、走査電子顕微鏡を用いて行った。
機能学的には2日毎に採取した培地の尿素をGLDH法で、ASTは酸素UV法で測定した。また、
3群とも培養2日目及び培養8日目にフルクトース、リドカイン、アンモニア負荷試験を行い、
糖新生能、リドカイン代謝能、尿素合成能を検討した。糖新生能はフルクトース160mg／ml添
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加し、培地中グルコースをglucose－OXidase法で測定した。リドカイン代謝能は1mghnlリドカ
インを負荷し、残存するリドカインをenzymeimmunoassay法で測定した。尿素合成能はl
mMNH4CLを負荷し測定した。検定はt検定を用いた。
〔結　果〕
位相差顕微鏡所見では、8日・14日間保存群ともほとんどの細胞はコントロール許と同様に
球状形態を保っていた。走査電子顕微鏡所見では、8日・14日間保存群とも少数の細胞はBleb
formationwithfenestratedchangeを示していたが、多くの細胞は表面平滑で球形を保っていた。
コラーゲンゲルは一部収縮、塊がみられたが、網目構造は保たれていた。8日間培養中の尿素
合成能に関して、14日間保存群は、培養2日目でコントロール群の98．3％、4日Hで68．9％、6
日目で71．6％、8日目で69．6％の機能を維持していた。ASTに関してコントロール群と比較す
ると培養初期に高値を、後期に低値を示した。14日間保存群は、糖新生能に関して、培養2日
目でコントロール群の65．2％、培養8日目で80．7％を、リドカイン代謝能は、培養2日目でコン
トロール許の81．7％、培養8日目で72．5％を、アンモニア負荷後の尿素合成能は、培養2日目で
コントロール群の47．6％、培養8日目で57．5％を示していた。
〔考　察〕
ハイブリット型人工肝を臨床応用可能にするには肝細胞の保存が重要である。肝細胞の保
存法については凍結保存法が一般的であるが、ヒドロゲル包埋肝細胞では凍結することによ
り細胞への障害が報告されている。そして、ハイブリッド型人工肝モジュールの保存法を考
えたとき、凍結保存を用いると生体材料である肝細胞と人工材料との収縮率、または人工材
料・コラーゲンゲルの温度適応性により、不安定であると考えられる。そのため、我々は肝
細胞、コラーゲンゲル、ホローファイバー三者の適合性を考え4℃という温度を設定した。14
日間保存許は、培養期間中、形態学的にはコントロール群とほとんど同様の形態を示してい
た。機能学的には培地中への尿素合成能は培養2日目ではコントロール群と比較してほとんど
差がなく、糖新生能、リドカイン代謝能は約65％～80％維持されていた。つまり、コラーゲ
ンゲル包埋培養法では、我々が調べ得たかぎりでは最長の14日間の肝細胞の保存が可能であ
った。しかし、アンモニア負荷による尿素合成能はコントロール群の50％前後でありASTは
高値を示したことより、より細胞障害性の少ない保存方法の検討が必要である。
〔結　論〕
コラーゲンゲル包埋肝細胞は、4℃14日間保存後でも安定した機能を維持しており、コラー
ゲンゲル包埋培養法は肝細胞保存に有用な方法であった。ハイブリッド型人工肝モジュール
への応用により、大量生産・保存後のモジュールを治療施設への安定供給、輸送の容易さ、
治療施設での取扱易さに有効であると考える。
論文審査の結果の要旨
肝細胞培養系を用いるハイブリッド型人工肝臓は、慢性肝不全における肝移植への橋渡し
など、その臨床使用が開始されつつある。しかし、臨床使用可能なハイブリッド型人工肝臓
の実用化には、種々の問題が存在している。その一つが肝細胞および人工肝モジュールの保
存法である。
本研究では、肝細胞が長時間安定した機能を維持でき、そしてホローファイバー型モジュ
ールとの適合性のあるコラーゲンゲル包埋培養法を用いて、肝細胞の保存法の検討を行った。
保存温度は、肝細胞・コラーゲンゲル・ホローファイバー三者の適合性を考え4℃に設定し、
University ofWisconsin液を用い、保存期間は8日間と14日間とした。保存終了後8日間の培養
を行い、直接培養した（保存していない）コントロール群と肝細胞の形態及び機能を比較検
討し、以下の結果を得た。
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1）位相差・走査電子顕微鏡所見では、14日間保存群の大部分の肝細胞は培養期間中球状形
態を示し、コントロール群と同様であった。
2）14日間保存群の尿素合成能は、培養2日目でコントロール群の98．3％の機能を維持してい
た。
3）14日間保存群のAspartateaminotransftrase活性は、コントロール群と比べ培養2日巨＝こは
高値を、培養6・8日目には低値を示した。
4）14日間保存群のリドカイン代謝機能は、培養2日目でコントロール群の81．7％を維持して
いた。
5）糖新生能およびアンモニア負荷後の尿素合成能では、14日間保存群は培養8日目におい
てもそれぞれコントロール群の80．7％・57．5％を維持していた。
本研究において、コラーゲンゲル包埋培養法では、14日間の低温保存においても肝細胞の
形態安定性・機能発現性が維持されていることを明らかにした。このことは、本培養法が肝
細胞の低温保存に有用な方法であり、ハイブリッド型人工肝臓に応用することでモジュール
の保存・輸送・施設での取扱いに有用であることが示唆され、博士（医学）の学位論文とし
て価値のあるものと認められる。
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